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Autofágie je evolučně konzervovaná degradativní dráha. V buňkách je běžně udržována 
na nízké hladině, kdy degraduje nadbytečné či poškozené organely a proteiny a tím se zásadně 
podílí na udržování buněčné homeostázy. Pokud jsou buňky vystavené nepříznivým 
podmínkám, například nedostatku živin nebo jiným druhům stresu, hladina autofágie se zvýší. 
V této fázi má především ochranou roli a pomáhá buňce v adaptaci na změnu podmínek. 
Autofágie je přísně regulována, její dysfuknce je spojována s mnoha lidskými onemocněními. 
Podrobné porozumnění regulačním mechanismům autofágie může mít v budoucnu vliv při 
vývoji léčebných postupů chorob s ní spojených. Tato práce shrnuje poznatky o základních 
typech autofágie u kvasinek a popisuje, jak autofágie pomáhá adaptaci buňky na nepříznivé 
podmínky.  
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Abstract 
Autophagy is an evolutionarily conserved degradative pathway. Autophagy occurs 
constitutively at a basal level and it is involved in the recycling and turnover of damaged or 
superfluous organelles and proteins. It has a critical role in cellular homeostasis. Autophagy 
can be induced in response to starvation or other types of stress. Induction of autophagy during 
these conditions has a major role in protection and adaptation of the cell. Autophagy needs to 
be properly regulated. A wide range of diseases is associated with dysregulation of autophagy. 
Better understanding of autophagy mechanisms can help to develop strategies designed to 
modulate autophagic responses occuring in a number of diseases. This work is focused on 
current knowledge of main types of autophagy and how autophagy helps yeast cells to adapt.  
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Autofágie je konzervovaný degradativní proces uplatňující se ve všech eukaryotických 
buňkách. Hraje klíčovou roli v odstraňování nadbytečných a poškozených organel, ve vývoji 
buňky, v adaptaci na měnící se prostředí či při udržování buněčné homeostázy. Je známo 
několik forem autofágie, mezi tři základní formy se řadí chaperon-zprostředkovaná autofágie, 
mikroautofágie a makroautofágie (Mortimore, Hutson and Surmacz, 1983). Jednotlivé formy 
se liší především specifitou molekul určených k degradaci a samotným procesem degradace. 
Nejvíce studovanou formou je makroautofágie, při níž je část cytoplasmy spolu s proteiny a 
organelami určenými k degradaci obklopena dvojmembránovým veziklem zvaným 
autofagosom. Autofagosom následně fúzuje s lysosomy a náklad je degradován. Vzniklé 
makromolekuly jsou vypuštěny zpět do cytosolu a mohou být znovu využity (Dunn, 1990). 
 Jak mikroautofágie, tak makroautofágie mohou být selektivní nebo neselektivní. 
Neselektivní autofágie se uplatňuje především při nedostatku živin, kdy dochází k obratu 
cytoplasmy a znovuvyužití částí degradovaných molekul, zatímco specifická autofágie cílí na 
nadbytečné či poškozené organely. Příkladem specifické autofágie je mitofágie (Lemasters, 
2005), pexofágie (Titorenko et al., 1995) či retikulofágie (Bernales, McDonald and Walter, 
2006). Cílem práce je shrnout dostupné poznatky o autofágii a jejím vlivu na schopnost 
adaptace kvasinkových buněk. V první části práce jsou představeny mechanismy a struktury 
účastnící se základních typů autofágie. Druhá část práce je zaměřena především na regulaci 










2 Typy autofágie u kvasinek 
 
Autofágie se pravděpodobně vyvinula u jednobuněčných eukaryot jako obranný 
mechanismus pomáhající buňce přežít období nedostatku živin. V buňce je autofágie běžně 
udržována na základní hladině, kdy se podílí na udržování homeostázy vnitřního prostředí 
obratem cytoplasmy, proteinů a organel (Tsukada and Ohsumi, 1993). Pokud se zvýší nároky 
buňky na příjem energie, například při hladovění, dochází ke zvýšení hladiny autofágie. 
Autofágie se také uplatňuje v odpovědi na různé formy stresu, například stresu souvisejícího s 
endoplasmatickým retikulem či akumulací proteinových agregátů (Bernales, McDonald and 
Walter, 2006; Yorimitsu et al., 2006). Pohlcení a degradace makromolekul vede k produkci 
nezbytných metabolických substrátů, které následně slouží při adaptaci na stresovou situaci. 
Autofágie tedy může generovat zdroje potředné k produkci ATP či syntéze proteinů a mastných 
kyselin (Teter et al., 2001; Yang et al., 2006). 
2.1 Mikroautofágie 
Při mikroautofágii dochází k přímému obalení části cytoplasmy vakuolární membránou 
a její následné degradaci. V počátečních fázích mikroautofágie membrána vystupuje z povrchu 
vakuoly, děje se tak v oblastech s nízkým obsahem transmembránových proteinů. Dochází ke 
vzniku spontánně vzniklých prohlubní a jejich udržování, čímž narůstá tendence invaginace 
membrány (Müller et al., 2000). Mikroautofágní invaginace jsou regulovány GTPázou Vps1p, 
která může způsobit jejich nárůst či zmenšení  (Uttenweiler, Schwarz and Mayer, 2005). 
Frekvence invaginací závisí na dostupných živinách. Nedostatek živin indukuje iniciaci 
invaginace a její následné rozšíření v charakteristický trubicovitý tvar (Müller et al., 2000), 
jehož formace je závislá na ATP (Sattler and Mayer, 2000). Díky vysoké hustotě lipidů v 
kombinaci s nízkou hustotou proteinů na povrchu trubicovitého útvaru přirozeně dochází 
k invaginaci a vytvoření mikroautofágního veziklu (Müller et al., 2000). Vezikl je následně 
hydrolyzován v lumen vakuoly pomocí Atg15p a dalších hydroláz (Epple et al., 2001). 
2.2 Makroautofágie 
Makrofágie je nejvíce studovanou formou autofágie u kvasinek. V počáteční fázi 
obklopování cytoplasmatického nákladu se uplatňuje fagofor (Dunn, 1990; Kirisako et al., 
1999). Jedná se o dvoumembránovou strukturu (viz. obrázek 1), která následně expanduje a 
uzavírá se, čímž vzniká autofagosom (Dunn, 1990). Iniciace nukleace fagoforu probíhá na 
perivakuolárním útvaru zvaném PAS. Většina základních komponent pro kvasinkovou 
autofágii je alespoň přechodně lokalizována v PAS (Suzuki et al., 2001). Autofagosom je již 
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kompletní dvoumembránový útvar vznikající expanzí fagoforu, který obklopuje 
cytoplasmatický náklad během makroautofágie (Dunn, 1990). Struktura vázaná k vnitřní 
membráně, která je vypuštěna do lumen vakuoly poté, co vnější membrána autofagosomu 
fúzuje s vakuolární membránou, se nazývá autofagické tělísko  (Baba, Osumi and Ohsumi, 
1995). Jádro autofágie je tvořeno čtyřmi hlavními funkčními skupinami, mezi které patří 
komplex Atg1-Atg13-Atg17, komplex I fosfatidilinositol-3-kinázy třídy III skládající se z 




Obrázek 1: Přestavby membrány během autofágie. Po indukci autofágie dochází k formaci fagoforu 
vznikajícího z PAS, původ membrány účastnící se růstu fagoforu není zatím zcela znám. Poté dojde k 
obklopení části cytoplasmy včetně organel a vzniká autofagosom s dvěma membránami. Následně 
vnější membrána autofagosomu fúzuje s vakuolou a vnitřní jednomembránový vezikl, autofagické 
tělísko, je vypuštěn do lumen vakuoly. Pomocí hydroláz ve vakuole je náklad tělíska degradován. V 
posledním kroku autofágie jsou makromolekuly vzniklé degradací nákladu transportovány zpět do 





2.2.1 Geny ATG, charakterizace a funkce Atg proteinů 
Identifikace defektních mutant při studiích autofágie (Tsukada and Ohsumi, 1993; 
Thumm et al., 1994), pexofágie (Sakai et al., 1998) nebo Ctv dráhy (Harding et al., 1995), 
provedených na modelu Saccharomyces cerevisiae, vedla  k pojmenování účastnících se genů, 
dnes souhrně nazvaných ATG. 
2.2.1.1 Atg1 kinázový komplex 
Atg1 komplex se skládá z Atg1 proteinkinázy (Matsuura et al., 1997), jejíž aktivita je 
esenciální pro indukci autofágie, Atg13 a Atg17 (Funakoshi et al., 1997; Cheong et al., 2005). 
Kinázová aktivita Atg1 je vyžadována pro formaci autofagosomu a Cvt dráhu. Delece genu 
ATG1 má za následek blokaci jak Cvt dráhy, tak autofágie (Harding et al., 1995; Matsuura et 
al., 1997). Pro kinázovou aktivitu Atg1 je vyžadován Atg13, který je hyperfosforylován při 
dostatku živin a jehož fosforylace je regulována TOR komplexem I a PKA dráhou. Atg13 je 
rychle, ale pouze částečně defosforylován během indukce autofágie (Kamada et al., 2010).  
2.2.1.2 Atg9 
Atg9 je transmembránový protein, který se pohybuje mezi PAS a Atg 9 rezervoáry, které 
jsou pokládány za místa, z nichž je membrána doručována do vznikajícího fagoforu. Přesná 
role Atg9 v tomto procesu není zcela jasná. Atg9 může interagovat sám se sebou nebo existovat 
v komplexu (Noda et al., 2000; Mari et al., 2010). 
2.2.1.3 Kvasinkové PtdIns3K I a II kompexy 
Vps34, fosfatidilinositol-3-kináza třídy III, specificky fosforyluje pozici 3 
fosfatidilinositolu (Schu et al., 1993). Výsledný produkt, fosfatidilinostiol-3-fosfát (PI3P), je 
esenciální nejen pro formaci autofagosomu, ale také pro dráhu VPS (vacuolar protein sorting) 
u kvasinek (pro přehled viz. (Backer, 2008)). Pro funkci v těchto dvou procesech tvoří Vps34 
dva odlišné komplexy. Prvním komplexem je fosfatidilinositol-3-kinázový komplex I, tvořený 
Vps34, Vps15, Vps30/Atg6, a Atg14, který se uplatňuje v autofágii. Druhým komplexem je 
fosfatidilinositol-3-kinázový komplex II, skládající se z Vps34, Vps15, Vps30, a Vps38, který 
se uplatňuje ve VPS dráze (Kihara et al., 2001; Obara et al., 2006). Vysoká specifita komplexů 
je určena přítomností proteinů Atg14 a Vps38, které asociují výhradně s komplexy I nebo II. 
Atg14 a Vps38 dále hrají roli při spojování Vps30 a Vps34 při tvorbě komplexu. Atg14 je 
vyžadován pro lokalizaci komplexu I v PAS, zatímco Vps38 je zodpovědný za endozomální 
lokaci komplexu II (Obara et al., 2006). 
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2.2.1.4 Kvasinkové ubiquitinové konjugační systémy 
Autofágie se účastní dva konjugační systémy a to konjugační systém Atg8 (Ichimura et 
al., 2000) a konjugační systém Atg12 (Mizushima et al., 1998). Konjugační proteiny tvoří 
konjugační produkty Atg8-PE (Atg8-fosfatidylethanolamin) a Atg12-Atg5 (Ichimura et al., 
2000; Kirisako et al., 2000) a účastní se expanze fagoforu. Konjugát Atg12-Atg5 spolu s Atg16 
mohou usnadnit konjugaci Atg8 do PE. Počet Atg8 může regulovat velikost autofagosomu (Xie 
et al., 2008). Atg8 zároveň hraje roli v navazování nákladu během selektivní autofágie (Shintani 
et al., 2002). 
2.3 Specifická autofágie 
Přestože byla autofágie nejprve považována za neselektivní degradativní dráhu, může 
selektivně degradovat specifické organely nebo proteiny jako mitochondrie (Lemasters, 2005), 
peroxizomy (Titorenko et al., 1995), ribosomy (Kraft et al., 2008) či endoplazmatické 
retikulum (Bernales, McDonald and Walter, 2006). Dalším případem je organelově specifická 
autofágie, Ctv dráha (Harding et al., 1995). Ctv dráha je typ selektivní autofágie pozorovaný 
pouze u kvasinek, při němž dochází k dodávání hydroláz Ams1 a Ape1 do vakuoly. 
2.3.1 Mitofágie 
Mitochondrie se podílí na mnoha metabolických procesech, během kterých přirozeně 
vznikají reaktivní formy kyslíku (ROS). ROS způsobují oxidativní poškození 
mitochondriálních lipidů, DNA a proteinů. Mitofágie je jedním z mechanismů udržujících 
kvalitu a kvantitu mitochondrií (Twig et al., 2008; Kurihara et al., 2012). Přestože je mitofágie 
typem autofágie, není zcela jasné, zda spadá pod mikroautofágii nebo makroautofágii. Studie 
nalezly jak přímé invaginace vakuolární membrány obklopující mitochondrie, což naznačuje 
spojitost s mikroautofágií (Kiššova et al., 2007), tak mitochondrie obsažené v autofagosomu 
(Kanki et al., 2009; Okamoto et al., 2009). Většina genů ATG esenciálních pro neselektivní 
autofágii je zároveň vyžadována pro mitofágii (Kiššová et al., 2004; Kiššova et al., 2007; Zhang 
et al., 2007). 
2.3.1.1 Proteiny účastnící se mitofágie 
Gen ATG32, který kóduje protein Atg32 lokalizovaný na vnější mitochondriální 
membráně, byl identifikován jako nepostradatelný pro mitofágii. Delece ATG32 kompletně 
inhibuje mitofágii, ale nemá efekt na Cvt cestu nebo pexofágii, což naznačuje, že se jedná o 
gen specifický pro mitofágii (Kanki et al., 2009; Okamoto et al., 2009). Atg11 je adaptorový 
cytosolický protein, který se účastní selektivní autofágie. ATG11, gen kódující protein Atg11, 
byl popsán jako esenciální pro Cvt dráhu (Harding et al., 1995). Vzhledem k tomu, že Atg11 
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není vyžadován pro neselektivní autofágii (Kim et al., 2001) a je esenciální pro Cvt dráhu 
(Harding et al., 1995), byl považován za protein fungující při selekci nákladu (Kim et al., 2001). 
Atg11 interaguje s receptory nákladu a odvádí ho do PAS (Shintani et al., 2002). Interakce 
závislé na fosforylaci, jako je interakce Atg32-Atg11, byly identifikovány v dalších 
selektivních autofagických procesech (Pfaffenwimmer et al., 2014; Tanaka et al., 2014). 
2.3.2 Retikulofágie 
   Vnitrobuněčný endomembránový systém, zahrnující mimo jiné endoplazmatické 
retikulum a Golgiho komplex, je udržován dynamickým tokem membrány mezi jednotlivými 
celky. Obecně tento proces zahrnuje vypučení membrány z donorové organely následované fúzí 
s akceptorem. Autofágie uplatňuje odlišné přestavby membrány. Pro vznik autofagosomu je 
důležitá správná funkce endoplazmatického retikula, což napovídá tomu, že endoplazmatické 
retikulum může být alespoň z části donorem membránových lipidů uplatňujících se v autofágii 
(pro přehled viz. (Reggiori, 2006)). Endoplazmatické retikulum řídí doručování proteinů přes 
sekreční cesty do místa určení. Proteiny procházející skrze endoplazmatické retikulum 
potřebují zaujmout správnou konformaci a mnoho proteinů zde zároveň podstupuje 
posttranslační modifikace či se skládá do komplexů. Mezi hlavní mechanismy kontrolující 
kvalitu těchto proteinů patří UPR (unfolded protein response) (Kaufman, 1999) a dráha ERAD 
(ER-associated degradation) (Bonifacino and Weissman, 1998). Pokud se však 
v endoplazmatickém retikulu hromadí špatně složené proteiny, které mohou narušovat jeho 
správnou funkci, může zároveň signalizovat indukci autofágie jako alternativního mechanismu 
pro udržování kvality proteinů (Bernales et al., 2006; Yorimitsu et al., 2006). Ošetření kvasinek 
tunicamycinem nebo dithiothreitolem (DTT), tedy látkami, které jsou používány k navození 
stresu v endoplazmatickém retikulu, indukuje autofágii (Bernales et al., 2006; Yorimitsu et al., 
2006).  
2.3.2.1 Proteiny účastnící se retikulofágie 
Enzym Ire1 je konzervovaný transmembránový protein endoplazmatického retikula  
obsahující kinázovou doménu v cytosolickém segmentu (Cox, Shamu and Walter, 1993). Když 
Ire1 zaznamená akumulaci nesložených proteinů v lumen endoplazmatického retikula, je 
aktivován, aby odstranil intronovou sekvenci z HAC1 mRNA. Sestřižená HAC1 mRNA, 
kódující aktivní transkripční faktor, je účinně translatována, což vede ke stimulaci exprese UPR 
cílových genů (Cox and Walter, 1996). Úbytek Ire1 nebo Hac1, stejně jako úbytek proteinů 
Atg, blokuje autofágii indukovanou stresem endoplazmatického retikula. Tyto závěry 
naznačují, že Ire1-Hac1 signalizace se účastní indukce autofágie, aby pomáhala přežití 
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kvasinkových buněk během stresových podmínek (Bernales et al., 2006; Yorimitsu et al., 
2006). Jestli a jak je signál z endoplazmatického retikula spojený s TOR signalizací, není zatím 
zcela jasné. V kvasinkách TOR dráha reguluje asociaci mezi komponenty Atg1 kinázového 
komplexu, což může hrát klíčovou roli v indukci autofágie. Atg1 kináza je také aktivovaná při 
stresu endoplazmatického retikula (Yorimitsu et al., 2006). 
2.3.3 Dráha Cvt 
Autofágie u kvasinek se částečně překrývá se specifickou biosyntetickou Cvt dráhou. 
Vzhledem k podobnosti s autofagií je dráha Cvt považována za selektivní typ autofágie. Cvt 
dráha dodává hydrolázy alfa-manosidázu (Ams1) a aminopeptidázu I (Ape1) do vakuoly (viz. 
obrázek 2). Ape1 je syntetizována v cytosolu jako proenzym. Cvt dráha odejme Ape1 prekurzor 
do Cvt veziklu v PAS a dopraví ho do vakuoly, kde je aktivován odstraněním propeptidu 
(Harding et al., 1996; Scott et al., 1996; Shintani et al., 2002). Autofágie je primárně využívána 
k degradaci a je indukována při hladovění. Oproti tomu dráha Cvt je biosyntetická a probíhá při 
dostatku živin. V obou případech je základním mechanismem oddělení části cytosolu 
dvoumembránovým veziklem (Baba et al., 1997). 
 
Obrázek č. 2: Tvorba Cvt veziklu. Prekurzor Ape1 je proenzym syntetizovaný v cytosolu. Receptorový 
protein Atg19 se váže na Ape1 komplex, čímž vzniká Cvt komplex. Atg11 se naváže na Atg9 a 
transportuje Cvt komplex do PAS, kde se komplex Cvt naváže na rostoucí fagofor skrze interakci mezi 
Atg19 a Atg8-PE. Membrána fagoforu expanduje okolo komplexu Cvt a vzniká Cvt vezikl. Převzato z 
(Yorimitsu and Klionsky, 2005) 
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3 Role monomerních GTP-vazebných proteinů v autofágii 
Procesy zahrnující dělení buňky, organizaci cytoskeletu a transkripci jsou řízeny mimo 
jiné různými členy z rodiny monomerních guanin-vazebných proteinů. Ras podrodina  proteinů 
reguluje buněčný cyklus a dělení (Cooper, Aktas and Cai, 1997). Proteiny Ran pomáhají 
transportu RNA z jádra do cytosolu (Ren et al., 1995). Rho podrodina, zahrnující Cdc42 a Rho 
proteiny, je zahrnuta v dynamice cytoskeletonu a buněčném pohybu (pro přeheld viz. (Symons, 
1996)). Proteiny Rab a Arf/Ar1/Sar jsou vyžadovány pro vnitrobuněčné dopravování veziklů. 
Proteiny Rab/Ypt obecně fungují v interakci veziklů s cílovou membránou, zatímco proteiny 
Arf/Ar1/Sar obecně fungují při pučení veziklů z původních membránových kompartmentů 
(Nuoffer and Balch, 1994; Novick and Zerialt, 1997). 
3.1.1 Iniciace autofágie 
Autofágie je u kvasinek regulována především TORC1 a PKA dráhou. Kvasinkový 
monomerní GTP vazebný protein Ras2 reguluje autofágii skrze PKA dráhu. V aktivní formě s 
navázaným GTP se Ras2 nachází v plasmatické membráně, kde aktivuje adenylát cyklázu a tím 
zvyšuje produkci cAMP (Broek et al., 1985). Tímto způsobem tvoří centrální kontrolní 
mechanismus metabolismu kvasinek a ovlivňuje mnoho buněčných aktivit včetně sporulace, 
filamentárního růstu a autofágie (Gimeno et al., 1992; Budovskaya et al., 2004). Ras2 ovlivňuje 
autofágii negativně, pokud nemůže dojít k hydrolýze GTP na GDP, dochází ke kompletní 
blokaci autofágie, podobně jako při deleci ATG1 genu kódujícího serin/threoninovou kinázu 
vyžadovanou pro formaci veziklu. Potlačení aktivity Ras2 vede k indukci autofágie i v 
podmínkách, kdy je dostatek živin. Navíc Ras2 s navázaným GTP snižuje počet autofagosomů 
akumulujících se v cytosolu, což naznačuje, že Ras s navázaným GTP inhibuje formaci 
autofagosomu (Budovskaya et al., 2004). 
3.1.2 Tvorba autofagosomu 
Transmembránový protein Atg9 se účastní dodávání veziklů do PAS během formace 
autofagosomu (Yamamoto et al., 2012). Proces dodávání veziklů do PAS je dále 
zprostředkován několika monomerními GTP vazebnými proteiny. V kvasinkových buňkách 
Atg9 spolupracuje s Ypt1, který se podílí na přesunu membrán z endoplazmatického retikula a 
Golgiho aparátu. Ypt1 hraje zásadní roli ve formaci fagoforu. Ypt1 s navázaným GTP řídí 
dodávání veziklů do cílové membrány spolu se specifickými SNARE proteiny. Aktivní Xpt1 s 
navázaným GTP interaguje s Atg1 a tato interakce může být zvýšena rapamycinem. Ypt1 
zřejmě řídí přípoutání Atg9 veziklů skrze regulaci doručování Atg1 do PAS (Wang et al., 2013). 
16 
 
3.1.3 Fúze autofagosomu a vakuoly 
Po expanzi a formaci autofagosomu fúzuje autofagosom s vakuolou (viz. obrázek 3). 
Pro tento proces je esenciální monomerní GTP vazebný protein Ypt7. Aktivovaný Ypt7 se 
nachází v membráně jak pozdního endosomu, tak vakuoly. Příchod HOPS (homotypic fusion 
and vacuole protein sorting) komplexu do pozdního endosomu obsahujícího SNARE protein 
Vam7 (Bröcker et al., 2012) orientuje pozdní endosom blízko vakuoly. Poté cílový Vam7 na 
povrchu pozdního endosomu naváže Vam3 a dojde k vytvoření komplexu (Sato, Darsow and 
Emr, 1998). Vam7-Vam3 komplex se naváže na Nyv1 lokalizovaný na povrchu vakuolární 
membrány. Výsledný komplex řídí fúzi pozdního endosomu a vakuoly (Ungermann, Price 
and Wickner, 2000). Během autofágie je Ypt7 vyžadován pro fúzi autofagosomu a vakuoly. 
Mechanismus je podobný jako při obecné fúzi veziklu a vakuoly. Delece YPT7 a narušení 
Vam7/Vam3, stejně jako HOPS komplexu, v podmínkách s nedostatkem živin způsobí 
hromadění autofagosomů v cytoplasmě, což dokládá neschopnost autofagosomu fúzovat 
s vakuolou (Darsow, Rieder and Emr, 1997; Kirisako et al., 1999).  
 








4 Regulace autofágie 
4.1 Epigenetická regulace 
Na kontrole autofágie se podílí epigenetické modifikace zahrnující methylaci a acetylaci 
či deacetylaci histonu H3 a H4 (Dou et al., 2005). Například spermidine, přírodní polyamin 
indukující autofágii, může způsobit deacetylaci histonu H3 represí histon acetyltransferázy, což 
vede ke komplexní hypoacetylaci u kvasinky (Eisenberg et al., 2009). TOR signalizace může 
pozitivně regulovat acetylaci Lys56 histonu H3 (H3K56ac), tudíž po přidání rapamycinu, 
inhibitoru TOR dráhy, dochází ke snížení hladiny H3K56ac (Chen et al., 2012). Při stimulaci 
autofágie dochází ke společné redukci H4K16ac a H3K4me3. Různé modifikace histonů 
pravděpodobně hrají roli v regulaci genové exprese ATG (Füllgrabe et al., 2013). 
4.2 Transkripční regulace 
Proteiny Atg hrají nezbytnou roli ve vzniku autofagosomů správné velikosti 
(Nakatogawa, Ichimura and Ohsumi, 2007). Zvýšení ATG8 mRNA transkriptů během 
nedostatku živin odpovídá zvýšení hladiny Atg8 proteinů. Kvasinky deficientní na Atg8 tvoří 
abnormálně malé autofagosomy, což naznačuje, že transkripční kontrola, především ATG8, je 
důležitá během regulace autofágie (Kirisako et al., 1999; Abeliovich et al., 2000; Nakatogawa, 
Ichimura and Ohsumi, 2007). Níže je pospsáno několik proteinů, které byly identifikovány jako 
transkripční regulátory ovlivňující různé ATG geny. 
4.2.1 Ume6 a ATG8 
Ume6 je kvasinkový DNA vazebný protein, který se účastní represe transkripce v 
závislosti na korepresoru Sin3 a histon deacetyláze Rpd3. Touto cesou může docházet 
k negativní regulaci množství kvasinkových genů (David and Kevin, 1997; Laherty et al., 
1997). Delece UME6, SIN3 a/nebo RPD3 má za následek značné zvýšení ATG8 mRNA během 
růstu buňky. Ume6 deficientní buňky tvoří větší autofagosomy než běžné buňky. Ume6 se jako 
negativní regulátor váže na promotor ATG8, negativně reguluje autofágii na transkripční 
úrovni, zatímco při autofágii-indukujících podmínkách fosforylace Ume6 uvolní represi 
transkripce ATG8 (Bartholomew et al., 2012). Dále se regulace účastní kináza Rim15, pozitivní 





4.2.2 Rph1 a ATG7 
Podobně jako Ume6 je Rph1 DNA vazebný protein, který reguluje autofágii skrze 
expresi ATG genů (Jang, Wang and Sancar, 1999; Liang, Wang and Lo, 2013). V podmínkách 
s dostatkem živin Rph1 inhibuje transkripci několika ATG genů navázáním na promotor ATG7. 
Rph1 dependentní regulace exprese ATG7 hraje roli v regulaci autofágie (Bernard, Jin, 
González-Rodríguez, et al., 2015).  
4.2.3 Pho23 a ATG9 
Pho23 spolu s histon deacetylázou Rpd3 reguluje genovou expresi u kvasinkových 
buněk (Loewith et al., 2001). Jedná se o další faktor, který negativně reguluje mRNA a hladinu 
proteinů několika ATG genů, včetně ATG1, ATG7, ATG8, ATG9 a ATG14. Pho23 má vliv 
hlavně na expresi ATG9, přičemž množství jeho produktu koreluje s počtem autofagosomů. Po 
indukci autofágie buňky deficientní na Pho23 generují více autofagosomů normální velikosti 
v porovnání s normálními buňkami. Pho23 tedy může být důležitým transkripčním represorem 
autofágie, který se účastní frekvence tvorby autofagosomů skrze negativní regulaci hladiny 
Atg9 (Jin et al., 2014). 
4.2.4 Další transkripční regulátory 
Krom Ume6, Rph1 a Pho23, byly identifikovány další jak pozitivní, tak negativní 
transkripční regulátory. Po hladovění buňky je exprese ATG7, ATG8, ATG9, ATG29 a ATG32 
snížena v buňkách postrádajících Gln3 nebo Gat1 (Bernard, Jin, Xu, et al., 2015). TOR může 
fosforylovat Gln3 a Ure2, což vede k zadržování Gln3 v cytosolu, čímž dochází k negativní 
regulaci autofágie (Feller et al., 2006). Spt10 potlačuje expresi ATG8 a ATG9. Fyv5 má 
negativní efekt na expresi ATG1, ATG8, ATG9 a ATG14. Mezi pozitivní regulátory exprese 
ATG genů patří například Gcn4, který se přímo váže na promotor ATG1 a je vyžadován pro 
regulaci po nedostatku dusíku (Bernard, Jin, Xu, et al., 2015). 
4.3 Posttranslační modifikace 
Autofágie je regulována třemi hlavními typy posttranslačních modifikací, a to fosforylací, 
ubiquitinací a acetylací. Tyto modifikace mohou regulovat funkci Atg proteinů nebo jiných 
regulačních faktorů.  
4.3.1 Fosforylace 
Fosforylace je nejlépe charakterizovánou posttranslační modifikací. Příkladem je 
regulace Atg1 kinázového komplexu, který se účastní indukce autofágie a je negativně 
regulován TOR (Kamada et al., 2000). Dalším příkladem regulace fosforylací je modifikace 
Atg29 a Atg31 proteinů, které jsou důležité pro zformování aktivního Atg17-Atg31-Atg29 
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komplexu (Mao et al., 2013; Feng et al., 2015). Atg9 fosforylace Atg1 kinázou je vyžadována 
v raných krocích autofágie, fosforylovaný Atg9 přivádí Atg8 a Atg18 do PAS (Papinski et al., 
2014). Fosforylace Atg19, Atg36 a fosforylace Atg32 na pozici Ser114 se účastní selektivních 
typů autofágie (Aoki et al., 2011; Tanaka et al., 2014). Dalším příkladem fosforylace jako 
posttranslační modifikace ovlivňující autofágii je PtdIns3K komplex I III. třídy, který hraje roli 
v nukleační fázi autofágie (Schu et al., 1993). 
4.3.2 Acetylace 
Dalším faktorem účastnícím se regulace autofágie v kvasinkocých buňkách je Esa1, 
katalytická podjednotka NuA4 histon acetyltransferázy (Yi et al., 2012). Během nedostatku 
živin se acetylace Atg3 zvyšuje. Acetylace Lys19 a Lys48 na Atg3 jsou kritické modifikace pro 
autofágii. Represe těchto acetylací blokuje interakci Atg8-Atg3 (Hamai and Codogno, 2012; Yi 
et al., 2012).  
5 Odpověď kvasinkových buněk na dostupnost živin 
Kvasinky jsou schopny přizpůsobit růst dostupnosti živin. Mohou zapojit alternativní 
metabolické cesty v závislosti na konkrétních okolnostech. Mezi tyto cesty patří například 
rychlý mitotický růst na bohatém médiu, filamentární růst v omezených podmínkách či 
navození sporulace při extrémním hladovění. Živiny tedy mají zároveň signalizační funkci 
určující metabolickou aktivitu. Autofágie citlivě reaguje na stav buňky ovlivněný dostupností 
živin. Signál je přenášen především skrze TORC1 a PKA dráhu (Soulard et al., 2010; Kamada 
et al., 2010).  
5.1 Kináza TOR 
 TOR je vysoce konzervovaná serein/threoninová protein kináza, která hraje ústřední roli 
v buněčném růstu a metabolismu eukaryotních organismů. Název komplexu je odvozen od 
rapamycinu, sekundárního produktu organismu Streptomyces hygroscopicus, který cílí právě 
na TOR proteiny (Sehgal et al., 1975; Vézina et al., 1975). Studie zabývající se TOR nejprve 
identifikovaly protein FKBP, následně díky selekci mutant rezistentních k rapamycinu byly 
objeveny další účastnící se proteiny Tor1 a Tor2 (Heitman et al., 1991). V kvasinkách jsou 
přítomny dva geny TOR, jejichž proteiny jsou součástí dvou komplexů TORC1 a TORC2. 
Komplex TORC1 je specificky inhibován rapamycinem a v závislosti na dostupnosti živin 
reguluje buněčný růst. Komplex TORC2 je necitlivý k rapamycinu a reguluje polymerizaci 
aktinu, syntézu sfingolipidů a endocytózu (Loewith et al., 2002). 
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5.1.1 Komplex TORC1  
 TORC1 komplex se skládá z Kog1, Lst8, Tco89 a Tor1 nebo Tor 2 (Loewith et al., 
2002; Reinke et al., 2004). Cílení Kog1, Tco89, Lst8 a TOR1 pomocí GFP vedlo k lokalizaci 
TORC1 komplexu ve vakuolární membráně (Urban et al., 2007; Sturgill et al., 2008; Berchtold 
and Walther, 2009). Zároveň je však možné, že se části komplexu TORC1 mohou nacházet i 
jinde v buňce, například Tor1 se podílí na regulaci transkripce 35S rRNA (Li et al., 2006). 
Rapamycin ovlivňuje fyziologii kvasinek stejně jako nedostatek živin (Barbet et al., 1996). 
Hladovění i vystavení buněk účinkům rapamycinu vede k poklesu syntézy proteinů, indukci 
autofágie a vstupu do G0 fáze buněčného cyklu. V buňkách vystavených nedostatku uhlíku, 
dusíku, fosfátu nebo aminokyselin, stejně jako v buňkách vystavených účinku rapamycinu, 
dochází k defosforylaci Sch9, substrátu TORC1 (Urban et al., 2007; Binda et al., 2009). 
Zárovneň je dramaticky snížena fosforylace Sch9 v buňkách vystavených různým formám 
stresu, jako jsou vysoká koncentrace soli, redoxní stres, přesun do vyšší teploty či kofein 
(Kuranda et al., 2006; Urban et al., 2007).  
5.1.2 TORC1 a vztah k autofágii 
Regulace TOR signalizací se uplatňuje na úrovni iniciace autofágie. TORC1 reguluje 
autofágii skrze Atg1 kinázový komplex, který je vyžadován pro indukci autofágie (viz. obrázek 
4). Pokud je TORC1 aktivní, Atg13 je hyperfosforylován, pravděpodobně přímo TORC1, a tím 
je zabráněno asociaci Atg13 s Atg1, Atg17, Atg31 a Atg29 (Yorimitsu et al., 2009; Kamada et 
al., 2010). Inhibice TORC1 vede k defosforylaci Atg13, vzniku Atg1 proteinkinázového 
komplexu, fosforylaci a aktivaci Atg1 (Kijanska et al., 2010; Yeh, Wrasman and Herman, 
2010). Exprese nefosforylovatelné verze Atg13 vede k indukci autofágie v buňkách rostoucích 
na bohatém médiu, což vede k závěru, že defosforylace Atg13 samotná je dostačující pro 






Obrázek č. 4: Schéma regulačního komplexu pro indukci autofágie. Kináza Tor reguluje indukci 
autofágie na základě dostupnosti živin. Kináza Atg1, která je esenciální pro autofágii i Cvt dráhu, tvoří 
komplex s několika proteiny, které se účastní především autofágie (vyznačeny tmavě) a Cvt dráhy 
(vyznačeny světle). Při dostatku živin je Tor kináza aktivní a protein Atg13 je hyperfosforylován, což 
negativně reguluje autofágii. Během nedostatku živin je Tor inaktivní, Atg13 je hypofosforylován a 
následné formace proteinových komplexů vedou k indukci autofágie. Převzato z (Yorimitsu and 
Klionsky, 2005). 
5.1.3 EGO komplex 
Při nepříznivých vnějších podmínkách se buňky přestávají dělit, dochází ke zpomalení 
metabolismu, akumulaci energetických zásob a indukci exprese proteinů odpovídajících na 
stresové podmínky. Tento metabolicky aktivní stav, při kterém ale nedochází k dělení buňky, 
se označuje jako fáze G0. Pro objasnění jak dochází k obnovení růstu buněk z G0 fáze, byly 
identifikovány mutanty neschopné uniknout z rapamycinem navozené zástavy buněčného cyklu 
(Dubouloz et al., 2005). Tato a následná studie identifikovaly EGO komplex jako významný 
regulátor TORC1 (Binda et al., 2009). EGO komplex se stejně jako TORC1 nachází vakuolární 
membráně a může hrát roli v předávání signalizace ve vzahu k aminokyselinám TORC1 (Binda 
et al., 2009). Studie naznačují, že EGO komplex může jak pozitivně, tak negativně regulovat 
TORC1 (Binda et al., 2009), avšak způsob, kterým k ovlivňování aktivity TORC1 dochází není 
zcela jasný. 
5.2 PKA  
Dalším faktorem, který se účastní signalizace na základě dostupnosti živin a ovlivňuje 
několik buněčných procesů včetně transkripce, translace, buněčné morfogeneze a autofágie, je 
cAMP-dependentní protein kináza A (PKA). Spolu s TOR dráhou dvoří dvě hlavní signalizační 
dráhy regulující buněčný cyklus (Soulard et al., 2010; Kamada et al., 2010). Inhibice PKA 
signalizace je dostatečná pro indukci autofágní aktivity a to nezávisle, nebo paralelně s TOR 
dráhou. Například obě dráhy ovlivňují Atg13, klíčový regulátor protein kinázové aktivity Atg1, 
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ale zřejmě ovlivňují rozdílná fosforylační místa na proteinu. Data naznačují, že jak PKA tak 
TOR dráha jsou důležité, ale nezávislé regulátory autofágie, a že Atg1 protein kinázový 
komplex je klíčovým signálním bodem mezi těmito dvěma cestami (Stephan et al., 2009). 
5.3 Regulace autofágie dostupností aminokyselin 
Pro zjištění, zda dochází k indukci autofágie na základě poklesu hladiny živin uvnitř 
buňky, nebo zda je indukce autofágie následkem změn v extracelulárním prostředí, byla 
provedena analýza pro specifické aminokyseliny. Výsledky ukázaly, že určité znaky autofágie 
mohou být indukovány nezávisle na dostupnosti aminokyselin ve vnějším prostředí. Tento typ 
autofágie závisí na protein kináze Gcn2, která funguje jako senzor vnitrobuněčné dostupnosti 
aminokyselin (Ecker et al., 2010). U kvasinkových buněk je makroautofágie indukována mimo 
jiné nedostatkem dusíku (Tsukada and Ohsumi, 1993). Při absenci vnějšího zdroje dusíku může 
buňka díky autofágii, která umožňuje recyklaci vnitřních zdrojů dusíku, dále pokračovat 
v metabolismu. Role autofágie v recyklaci dusíku byla podpořena zjištěním, že protein Atg22, 
kterému byla původně přiřazována role v autofágii, funguje jako transportér pro aktivní 
vypuzování aminokyselin z lumen vakuoly. Při absenci zdroje dusíku dochází u Atg22 
deficientních buněk ke ztrátě životnosti, protože aminokyseliny uvolňované při autofágní 
degradaci proteinů ve vakuolárním lumen nejsou transportovány do cytosolu v dostatečném 












6 Autofágie u vyšších eukaryot 
 
V kvasinkových buňkách autofágie funguje především jako mechanismus pro přežití 
během nepříznivých podmínek, například při nedostatku živin. Avšak v mnohobuněčných 
organismech se autofágie účastní širokého spektra procesů. Kromě uplatnění během nedostatku 
živin hraje roli v programované buněčné smrti a je spojována s různými typy onemocnění, 
především nervových onemocnění a myopatií. 
6.1 Buněčná smrt 
Autofágie se uplatňuje v rozdílných typech buněčné smrti. Například eliminace tkáně 
slinných žláz během vývoje Drosophila melanogaster vykazuje apoptotické rysy jako je 
fragmentace DNA, ale také masivní akumulaci lysosomálních veziklů (von Gaudecker and 
Schmale, 1974; Jiang, Baehrecke and Thummel, 1997; Lee and Baehrecke, 2001). Autofágie 
se může účastnit buněčné smrti i nezávisle na apoptóze (Bursch et al., 1996; Xiang, Chao and 
Korsmeyer, 1996; Saeki et al., 2000). 
6.2 Lidské patologie  
Několik typů onemocnění, zahrnující především nervové a svalové patologie, infekční 
nemoci či určité typy rakoviny, je spojováno s disfunkcí autofágie. Autofágie může přispívat 
k eliminaci intracelulárních proteinových egregátů, například agregáty hungtingtinu a alfa-
synucleinu způsobené nadměrnou expresí mutantních forem těchto proteinů, jsou účinně 
odstraňovány z buněk ošetřených rapamycinem, tedy látkou indukující autofágii, zatímco při 
ošetření 3-methyladeninenem, inhibitorem autofágie, je odstraňování agregátů redukováno 
(Qin et al., 2003; Webb et al., 2003). Autofágie hraje roli i při nádorových onemocněních, 
předpokládá se, že v nádorových buňkách dochází k jejímu utlumení. Buněčné linie odvozené 
z nádorů jater, pankreatu a prsu vykazují nízkou hladinu autofágie v porovnání s normálními 
buňkami stejného původu (Schwarze and Seglen, 1985; Kisen et al., 1993; Liang et al., 1999). 
Přesto je u některých nádorových buněčných linií autofágie udržována na vysoké hladině 
(Mitchener et al., 1976; Seglen, Munthe-kaas and Dybedal, 1984). Některé viry a bakterie 
využívají proces autofágie k invazi do hostitelské tkáně (Pizarro-Cerdá et al., 1998; Suhy, 
Giddings and Kirkegaard, 2000; Prentice et al., 2004), avšak indukce autofágie může být i 







Autofágie je obecně vysoce regulovaná a komplikovaná dráha, která se účastní 
vnitrobuněčných degradativních procesů jak specifických, tak nespecifických. Hlavní funkcí 
autofágie u kvasinkových buněk je pravděpodobně schopnost adaptace buněk při nepříznivých 
podmínkách umožňující jejich přežití. Pokud jsou buňky vystaveny nedostatku živin, dochází 
k degradaci a následnému využití makromolekul. Autofágie umožňuje adaptaci buňky na různé 
formy stresu, například se účastní odbourávání špatně složených proteinů, jejichž hromadění 
může mít pro buňku fatální následky. Regulace autofágie probíhá na několika úrovních, mimo 
jiné epigeneticky, transkripčními regulátory nebo posttranslačními modifikacemi. Autofágie je 
zároveň vysoce spjata s dostupností živin. Signalizaci a odpověď buňky na dostupnost živin 
řídí dvě hlavní dráhy, TOR a PKA. Mnoho otázek zůstává stále nejasných, jednou z hlavních 
je detailní mechanismus vzniku autofagosomu. Membrána autofagosomu pravděpodobně 
pochází z více zdrojů, které mohou spolupracovat, nebo přispívat různým formám autofágie. 
Další otevřenou otázkou zůstává detailní regulace autofágie jak u modelových organismů, tak 
u vyšších eukaryot. Autofágie je konzervovaná od kvasinek po vyšší eukaryota, účastní se 
několika typů buněčné smrti a její disfukce je spojována s několika lidskými patologiemi. 
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